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LQHGGFCLRS3CPSNTKLQ 



C VRAI C PPSARRP 3 3 C FPEKN E CC KYMK 



GN FLTGLGHRS DHYN C VSSGGQ C LYSfl C PIFTKIQ G 



ICKPDKPNCCKS 



ILTSLGRRTDQYI 
SLKS I GYEAELDrfdHTNGG¥ 

KKINNPVSqLRKGGP C|-WNI^GNTRQllGHdGVPFLl4CCKRK 
FTQIINNPIljcMTNGAI C -WGE CPTAFRQI G S CGHFKVFCC KIR 
QDINSKRAOfREGGE C -LQBC IGLFHKI G ijcpFRF-I^CC 
QKINEPV^qiRNGGqChQYI^GIJlHKlJS 



GIGDPVT C LKSGAI C HPVE C PRRYKQI G I C GLPGTK CC 
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CfrRGKAI^CCfC 
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KFQI PEKKTKIL 



fS mBD5 QDINSKR^^REGGEl^LQPj^GLFHKI®^NFRF-l4C^FQIPEKKTKIL 



^ mBD6 QKINEPVslylRNGGllCrQYFlylGLRHKlldlO 



(57) Abstract: The invention relates to beta-defensins of the formula Z^RCIGLXHKIGTC-Z 2 , wherein? £ X = F or R and Z 1 and 

Z 2 are equal to each other or different from one another, Z 1 represents a substituted or unsubstituted amino acid residue, having at 

least one additional cysteine, Z 2 represents either a peptide residue of up to 20 amino acids, having at least two immediately adjacent 

00 cysteines or a carboxyl group or derivatized carboxyl group. The novel defensins can be used as antibiotic medicaments. 
CO 

^ ( 57 > Zusammenfassung: 6-Defensine der Formel Z^RCIGLXHKIGTC-Z 2 wobei X = F oder R ist und Z 1 und Z 2 gleich oder 
verschieden sind, Z 1 einen substituierten oder unsubstituierten Aminosaurerest mit mindestens einem weiteren Cys bedeutet, Z 2 ent- 
weder ein Peptidrest von bis zu 20 Aminosauren ist, mit mindestens zwei unmittelbar benachbarte Cys oder eine Carboxylgnippe 

^ oder derivatisierte Carboxylgnippe bedeutet. Die beschriebenen Defensine konnen als antibiotisch wirksame Arzneimittel eingesetzt 

^ werden. 
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Neue B-Defensine 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind neue p-Defensine gemaB An- 
spruch 1, Arzneimittel enthaltend die erfindungsgemaBen B-Defensine sowie 
Verwendungen der erfindungsgemaBen p-Defensine. 

Defensine sind Polypeptide mit antibiotischer Wirkung. Aufgrund der zuneh- 
menden Antibiotikaresistenz insbesondere von pathogenen Mikroorganismen 
ist es dringend erforderlich, das Arsenal der antibiotisch wirksamen Substan- 
zen zu erganzen, urn diese Mikroorganismen erfolgreich zu bekampfen. Defen- 
sine werden in Saugern in verschiedenen Geweben und Organen exprimiert. 

Das der Erfindung zu Grunde liegende technische Problem bestand darin, wei- 
tere wirksame Defensine zur Verfugung zu stellen, die unter anderem als Arz- 
neimittel eingesetzt werden konnen. 

ErfindungsgemaB gelost wird das angesprochene technische Problem durch 
p-Defensine der Formel 

Z^RCIGLXHKIGTC-Z 2 

wobei 

X = F oder R ist und 

Z 1 und Z 2 gleich oder verschieden sind, 

Z 1 einen substituierten oder unsubstituierten Aminosaurerest mit mindes- 
tens einem weiteren Cys bedeutet, 
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Z 2 entweder ein Peptidrest von bis zu 20 Aminosauren mit mindestens zwei 
unmittelbar benachbarten Cys oder eine Carboxyigruppe Oder eine derivati- 
sierte Carboxyigruppe bedeutet. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen p-Defensins 
bedeutet Z 1 QDINSKRACYREGGECLQ und/oder QKINEPVSCIRNGGICQY und 
Z 2 NFRFKCCKFQIPEKKTKIL und/oder GSPFKCCK. 

Fig. la zeigt einige Aminosauresequenzen von humanen und murinen p- 
Defensinen. Die erfindungsgemaB besonders bevorzugten p-Defensine sind 
mBD5 (Seq ID. No 1) und mBD6 (Seq ID. No 2). Die anderen Sequenzen 
mBDl bis mBD4 stammen aus der Maus und sind an sich bekannt, ebenso wie 
die Sequenzen hBDl und hBD2. Letztere stammen aus dem Menschen. 

Fig. lb zeigt die erfindungsgemaBen p-Defensine mBD5 (Seq ID. No 1) und 
mBD6 (Seq ID. No 2). 

Fig. 2 zeigt ein Expressionsmuster des erfindungsgemaBen p-Defensins mBD5 
in verschiedenen Geweben oder Organen der Maus. Die Ordinate ist in relati- 
ven Expressionseinheiten angegeben. 

Fig. 3 zeigt ein Expressionsmuster des erfindungsgemaBen p-Defensins mBD6 
in verschiedenen Geweben oder Organen der Maus. Die Ordinate ist in relati- 
ven Expressionseinheiten angegeben. 

Fig. 4 zeigt in Tabellenform die minimale Hemmkonzentration (MIC minimum 
inhibitory concentration) der erfindunggemaBen p-Defensine gegenuber ver- 
schiedenen Mikroorganismen. Die Werte sind in pg/mL angegeben. 
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Fig. 5 zeigt eine Dosis-Wirkungskurve der erfindungsgemaBen p-Defensine. 
Die Ordinate der oberen Kurve zeigt als Angabe den cfu-wert (colony forming 
units), die Abszisse die steigende Konzentration des p-Defensins mBD5 sowie 
die daraus abgeieitete Ermittlung des IC 50 Wertes (inhibitory concentration) fur 
mBD5 gegen E. coli. Die untere Kurve zeigt dies entsprechend fur mBD6. 

Fig. 6 zeigt die Regulierung des erfindungsgemaBen p-Defensins mBD5 in 
NIH-3T3 Zeilen. Die Ordinate zeigt relative Expressionseinheiten. 



Die erfindungsgemaBen Arzneimittel enthalten als wirksamen Bestandteil min- 
destens ein erfindungsgemaBes p-Defensin. Dem Fachmann sind die gegebe- 
nenfalls zur Formulierung der p-Defensine als Arzneimittel einsetzbaren Hilfs- 
und Tragerstoffe gelaufig. Die p-Defensine konnen in Mengen eingesetzt wer- 
den, die durch ihre therapeutische Breite definiert sind. Typischerweise werden 
sie in Mengen von 1 pg bis 100 mg eingesetzt. 

Die Formulierungen der erfindungsgemaBen p-Defensine als Losung fur intra- 
venose, intramuskulare, subkutane und topische Applikation sind bevorzugt. 

Die erfindungsgemaBen p-Defensine sind zur Behandlung von Infektionen ge- 
eignet. Insbesondere konnen die erfindungsgemaBen p-Defensine als antibio- 
tisch wirksame Substanzen eingesetzt werden. Das antibiotische Spektrum der 
erfindungsgemaBen p-Defensine ist weit und reicht zum Beispiel zur Behand- 
lung von Infektionen durch multiresistente Erreger, wie Streptokokkus, Bacil- 
lus, Pseudomonas, Echerichia, Staphylpkokkus und Candida. 
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Patentanspruche 

1. p-Defensine der Formel 
Z 1_ RCIGLXHKIGTC-Z 2 
wobei 

X = F Oder R ist und 

Z*und Z 2 gleich oder verschieden sind, 

Z 1 einen substituierten oder unsubstituierten Aminosaurerest mit mindes- 
tens einem weiteren Cys bedeutet, 

Z 2 entweder ein Peptidrest von bis zu 20 Aminosauren ist, mit mindestens 
zwei unmittelbar benachbarte Cys oder eine Carboxylgruppe oder derivati- 
sierte Carboxylgruppe bedeutet. 

2. p-Defensin gemaB Anspruch 1, wobei 

Z 1 = QDINSKRACYREGGECLQ und/oder QKINEPVSCIRNGGICQY ist. 

3. p-Defensin gemaB Anspruch 1 oder 2, wobei 

Z 2 = NFRFKCCKFQIPEKKTKIL und/oder GSPFKCCK ist. 

4. Arzneimittel enthaitend als wirksamen Bestandteil ein p-Defensin gemaB 
Anspruch 1, 2 oder 3. 

5. Verwendung eines p-Defensins nach Anspruch 1, 2 oder 3 als antibiotisch 
wirksame Substanz. 
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6. Verwendung eines p-Defensins nach Anspruch 1/ 2 oder 3 zur Behandlung 
von Infektionen, insbesondere durch multiresistente Erreger, wie Strepto- 
kokkus, Bacillus, Pseudomonas, Echerichia, Staphylokokkus und Candida. 



7. Verwendung eines p-Defensins nach Anspruch 1, 2 oder 3 zur Behandlung 
von Infektionen des Magen-Darm-Traktes, insbesondere durch Helicobac- 
ter pylori. 
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IRNGGIC 



-WNRC 



ILTSLGRRTDQYKCLQHGGFCLRSSCPSNTKLQp|I|C|KPDKPl^CCpCS 
SLKSIGYEAELDHCHTNGGYCVRAI 

KKINNPVSCLRKGGRC 
FTQIINNPITCMTNGAIC 

QDINSKRACYREGGEC 



CPPSARRPlGHCFPEKNPCCKYMK 
I GNTRQI G SCGVPFLKjCC|KRK 
WGPiCPTAFRQIGXICGH] 



-LQRC 



GNFLTGLGHRSDHYNICVSSGGQC|LYSACPIFTKIQGICYRGKAKCCK 

GIGDPVTCLKSGAICIHPVFCPRRYKQIGICGLPGTKCCKKP 



IGLFHKI 



tcn 



FKVRCCKIR 



frf-kcckfqipekktkil 
qyr]ciglrhki|g|i1c|gspf-kcc1k 



Figur la 
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mBD6 
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JFRF-KjCCIKFQI PEKKTKIL 
;SPF-KCCjK 



Figur lb 
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Figur 3 
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S. carnosus B. subtilis B. megaterium P. aeruginosa E. coli BL21 

mBD5 10 12.5 5 125 70 

mBD6 60 31.5 7.5 >250 >500 



Figure 4 



BNSDOCID: <WO 01 38349 A2_L> 



PCT/EP00/11770 

6 / 7 



l,20E+05 -, 
l,00E+O5 - 
8,00E+04 
6,00E+04 - 
4,00E+04 - 
2,00E+04 - 
0,00E+0O 



IC - 5,2 Mg/ml 




t r 

0 1 23456 789 10 11 
peptide concentration [jig/ml] 



2,50E+05 
2,00E+05 
l,50E+05 - 
l,00E+O5 - 
5,00E+04 - 
0,00E+00 



IC 50 : 8 Mg/ml 



1 1 1 1 1 1 

0 20 40 60 80 100 
peptide concentration [ngfail] 



Figur 5 



WO 01/38349 — PCT/EP00/11770 

7 / 7 




TNF-alpha IL-l-beta Gamma- LPS Basal 

interferon 



Figure 6 
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20 25 30 
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<213> Homo sapiens 
<400> 2 
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15 10 15 
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20 25 30 

Pro Phe Lys Cys Cys Lys 
35 
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(57) Abstract: The invention relates to beta-defensins of the formula Z'-RCIGLXHKIGTC-Z 2 , wherein X = F or R and Z 1 and Z 2 
are equal to each other or different from one another, Z 1 represents a substituted or unsubstituted amino acid residue, having at least 
one additional cysteine, Z 2 represents either a peptide residue of up to 20 amino acids, having at least two immediately adjacent 
cysteines or a carboxyl group or derivatized carboxyl group. The novel defensins can be used as antibiotic medicaments. 
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(57) Zusammenfassung: 6-Defensine der Forme! Z^RCIGLXHKIGTC-Z 2 wobei X = F oder R ist und Z 1 und Z 2 gleich oder 
verschieden sind, Z 1 einen substituierten oder unsubstituierten Aminosaurerest mit mindestens einem weiteren Cys bedeutet, Z 2 ent- 
weder ein Peptidrest von bis zu 20 Aminosauren ist, mit mindestens zwei unmittelbar benachbarte Cys oder eine Carboxylgruppe 
oder derivatisierte Carboxylgruppe bedeutet. Die beschriebenen Defensine konnen als antibiotisch wirksame Arzneimittel eingesetzt 
werden. 
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